



























Rabson－Mendenhall syndrome；CaSeJA3，tyPe Ainsulin resistance）につきその
受容体生合成の異常を解析するため、ヒトインスリン受容体cDNAをprobeとしてSouthern
analysis，Northern analysisを行った。
〔方　法〕
2症例及び正常対照者よりEBvirus－tranSformedlymphocytesを作成、以下の実験に用い
た。また対照には、IM－9リンパ球も用いた。
Southern analysis標準法に従ってDNAを抽出し、5倍量の制限酵素にて処理した。10〃g
のサンプルを1％agarose ge1，1×TAEにて電気泳動して分離した。その後ゲルを0．6M
NaCl，0．4N NaOHにて15分2回変性、同じ溶液にてNytran（ナイロン膜フィルタp）
にblotした。Hybridizationは標準法に従ったが、formamideは用いず、65℃で行い、また10
％dextran sulfateを用いた。Northern analysis標準法に従ってRNAを抽出し、01igo
（dT）－Celluloseにて処理、pOlyadenylated RNAを濃縮した。0．5M glyoxal存在下にて
10pgのサンプルを変性し、1％agarose，10mMリン酸バッファー、PH6．5にて電気泳動し
て分離した。ゲルはそのまま1×TAEにてNytranへelectroblotLた。Hybridizationは
標準法に従ったが、formamideは用いず、65℃で行い、また10％dextran sulfateを用いた。
Reprobingは0．01×SSPE、1％SDSにてフィルターを20分間煮沸した後通常のprehybri－
dization，hybridizationを行った。
〔結　果〕
Southern analysis2症例につき対照のIM－9とともに解析した。JRMlでは、KpnI，
－17－
PvuⅡ，RsaI及びSacIにてIM－9に比べ欠損しているバンドがあった。反対にIM－9
に見られない異常なバンドは兄いだされなかった。一方、BanI，BanⅡ，BglⅡ及びHindⅢ
によるバンドはIM－9のものと全く同様であった。JA3でも同様にKpnI，PvuⅡ，Rsa
I及びSacIにてIM一gに比べ欠損しているバンドがあったがIM－9に見られない異常な
バンドは兄いだされなかった。またBanI，BanⅡ，BglⅡ及びHindⅢによるバンドはIM～
9のものと全く同様であった。このうちPvuIl，RsaI及びSacIにて認められたRFLP
（restriction fragmentlengthpolymorphism）は従来の報告と同様であった。報告の無い
KpnIのRFLPにつきさらに検討すると、本2症例、IM－9、及び正常5例を通じてJA
3のみ6．8Kbのバンドが欠損していた。
Northern analysis2症例につき対照2例とともに解析した。対照2例において11，9．6，
8．5，7．Okbの4本のバンドが検出された。4．7kbのバンドも観察されたが、28s RNAによる
ノイズと思われた。このうち11kbと8．5kbの2本のバンドのシグナルが特に強かった。JRM
l及びJA3ともに対照と同じ位置にバンドが検出され、mRNAの分子量は対照と同様であ
ると思われた。一方、シグナルの強度については同じフィルターを洗浄、消去した後pseudoP－
actin DNAのシグナルを検定し補正した。その比は対照を1とするとJRMl，JA3それ
ぞれ1．07，0．74とはぼ同等であった。
〔考　察〕
Southern analysisでは2症例において対照と異なる異常なバンドは検出されず、インスリ
ン受容体遺伝子全体としては大きな欠損や挿入は無いものと思われた。KpnIでのRFLPに
て、8例中JA3のみ6．8kbのバンドが欠損していたが、これが病的意義を持つものかどうか
についてはさらに多数例にて検討しなければならない。
Northern analysisではmRNAレベルにおいてはインスリン受容体の減少を説明し得るよ
うな量的減少は見られず、インスリン受容体遺伝子の転写には障害の無いことを示す結果であっ
た。同時に二症例におけるmRNAの分子量も対照と著変なく、SPlicingにも大きな異常が無
いことが示された。
〔結　論〕
以上の結果より、これら2症例においてはインスリン受容体蛋白の減少が見られるにもかか
わらず、遺伝子の転写よりsplicingに至るまでは障害を受けていないので、その異常がRNA
転写以後のステップにあることが示唆された。
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学位論文審査の結果の要旨
本研究はインスリン受容体異常症のA型患者2症例（JRM－1，JA－3）につき、その
インスリン抵抗性の機序の解明のため患者の培養リンパ球を使用してそのインスリン受容体の
遺伝子の解析を試みたものである。
得られた結果は以下の通りである。
1）患者培養リンパ球では、インスリン受容体蛋白質が減少しており、このためインスリン結
合能が減少することを認めた。
2）培養リンパ球より得られたDNAを各種制限酵素で切断したところ、JRM－1及びJA－
3の患者では正常者の場合と比較し遺伝子の大きな欠失及び挿入は認めなかった。即ち受
容体遺伝子の多型性は、JRM－1及びJA－3にも正常と同様に認められ、特異的な異
常はなかった。しかしKpnIによる切断では、6．8kbのバンドがJA－3では認められな
かった。
3）インスリン受容体のmRNAの発現をJRM－1及びJA－3の培養リンパ球にて検索す
ると、正常細胞に比較して特に低下は認められなかった。
実験結果は受容体蛋白質の減少がmRNA以後の過程、すなわちmRNAから翻訳以後のス
テップの異常によることを強く示唆し、さらに詳細な遺伝子配列の解明及び受容体蛋白質の
processingの解明が今後の課題であることを示した。
本研究はインスリン受容体異常症A型のインスリン抵抗性を受容体遺伝子の面から解析を加
えたものであり、その発症機序の解明は、臨床病因論からまた細胞生物学からも興味深いもの
と考えられる。
以上より本研究は医学博士の学位論文として価値あるものと認める。
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